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(57) Abstract 

The invention concerns a method for purifying a crude viral preparation containing viral, in particular adenoviral, particles of interest. 
The invention is characterised in that it comprises a step of adsorption on a fluidised bed. The invention also concerns a protocol for 
producing viral particles for use in gene therapy comprising such a purifying process. 
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La presente invention conceme un proc£d6 de purification d'une pr6paration virale brute renfermant des particules virales d* interest, 
notamment ade*novirales, caracteris6 en ce qu'il comporte au moins une 6tape d* adsorption en lit fluid is6. Elle a e*galement pour objet un 
protocole pour la production de particules virales utilisables pour la therapie g£nique comprenant un tel proce<16 de purification. 
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PROCEDE D'OBTENTION D'UNE PREPARATION VIRALE PURIF1EE 

La pr6sente invention a pour objet un nouveau proc6de de purification 
d'une pr6paration virale. L'invention presente un int6r£t tout particulier dans 

5 la perspective ^applications dans le domaine de la th§rapie genique, 
appliqu6e notamment & I'homme. 

La therapie gSnique se ddfmit comme le transfert tf information 
g6n6tique presentant un int6r£t thSrapeutique ou vaccinal dans une cellule 
ou un organisme h6te en vue d'obtenir dans cette cellule ou cet organisme un 

10 effet thSrapeutique ou vaccinal. Le premier protocole applique & Thomme a 
ete initie aux Etats Unis en septembre 1990 sur un patient presentant une 
immunodSficience Ii6e & une mutation du g§ne codant pour I'Adenine 
Desaminase (ADA). Dans ce cadre particulier, il s'agissait de remplacer le 
g§ne d6fectueux, dont le dysfonctionnement etait a I'origine de la maladie 

15 g6n6tique, par un gdne fonctionnel. Le succes relatif de cette premiere 
exp6rimentation a encourage le developpement de cette technologie dont 
Tappiication a depuis 6te Stendue au traitement tfautres maladies aussi bien 
genetiques qu'acquises (cancers, maladies infectieuses telles que par 
exemple le SIDA). 

20 La mise en oeuvre des protocoles de therapie genique repose 

principalement sur ('utilisation de vecteurs qui permettent le transfert et, 
eventuellement, Texpression de ('information gen§tique d'interdt ou gene dans 
une cellule ou un organisme hdte. De nombreux vecteurs d'origine virale et 
non-virale ont 6t6 developpes au cours des dernferes ann6es et ont fait I'objet 

25 de nombreuses publications accessibles d I'homme du metier (par exemple 
voir Robbins et al., 1998, Tibtech, 16, 35-40 et Rolland, 1998, Therapeutic 
Drug Carrier Systems, 1 5, 1 43-1 98) . 

L'interfet des virus utilises a titre de vecteurs de th6rapie genique a 
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deja ete evoque dans Cart anterieur. Parmi les virus les plus couramment 
utilises, les adenovirus constituent des vecteurs de choix car ils peuvent etre 
utilises dans le cas de nombreux types cellulaires, qu'il s'agisse de cellules 
en division ou quiescentes, ils sont non integratifs et peu pathogenes. Ainsi 

5 que le decrivent les demandes de brevets n° WO 94/281 52 ou WO 94/1 2649 
, ils trouvent de nombreuses applications dans le domaine de la therapie 
genique. Toutefois, les proprietes de nombreux autres virus ont egalement 
ete exploitees pour la mise au point de vecteurs viraux de therapie genique. 
A titre d'exemple, on peut citer les vecteurs poxviraux, et plus particulierement 

10 les vecteurs derives du virus de la vaccine ou du Virus Modifie d'Ankara 
(MVA ; EP 324350), les vecteurs retroviraux (Naldini et al., 1996, Science, 

272, 263-267), etc... 

Les virus, et notamment les adenovirus, actuellement utilises dans les 
protocoles de therapie genique sont des virus dont le genome a ete modifie 
15 (par deletion, mutation,...) de maniere a affecter leur propriete replicative dans 
le but d'eviter leur propagation dans I'environnement ou 1'organisme h6te, a 
reduire leur propriete immunogene et a permettre I'introduction de sequences 
nucleiques heterologues d'inter§t. Plus particulierement, comme le decrit 
notamment la demande de brevet WO 94/28152, le genome de ces virus peut 
20 etre specifiquement delete de regions essentielles a I'obtention de particules 
virales infectieuses. De meme, les demandes de brevet EP83286, EP1 10385, 
US5185146, WO9702355 decrivent ('identification de formes virales 
naturellement attenuees qui peuvent §tre exploitees pour I'elaboration de 
vecteurs viraux. Un virus dans le genome duquel est introduit au moins un 
25 gene d'interet est appele «virus recombine» et par extension «vecteur 
recombine» ; plus particulierement de tels virus recombines comprennent 
egalement les elements appropries pour I'expression de ces genes dans les 
cellules ou organismes hotes. 
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Les virus pr6sentent la caracteristique de se multiplier 
essentiellement de maniere intra-cellulaire. Par ailleurs, dans le cadre de la 
mise en oeuvre de protocoles de th6rapie genique, il est necessaire de 
disposer de particules virales, notamment infectieuses, qui renferment un 
5 vecteur d'int^rfet, notamment recombine, associe a des polypeptides 
sp^cifiques et qui sont utilisables comme produit pour la therapie genique. 
Des proc6d6s pour la production de particules virales utilisables dans le 
cadre de protocoles de th6rapie genique sont connus qui comprennent les 
etapes suivantes: 
10 (i) obtention d'une preparation virale brute , 

(ii) purification de ladite preparation virale brute. 
La preparation virale brute est obtenue selon les etapes suivantes : 

(a) infection ou transfection d'une lignee cellulaire appropriee par au 
moins un vecteur viral d'interet, preferentiellement recombine ; 
1 5 (b) culture de ladite Iign6e cellulaire infectee ou transfectee dans des 

conditions permettant la replication virale et la production de 
particules virales ; 

(c) collecte des cellules ; 

(d) etape facultative de traitement des cellules, notamment selon un 
20 protocole de lyse cellulaire, de fagon a Iib6rer les particules 

virales intracellulars produites, en particulier lorsque les 
particules virales produites ne sont pas liberees dans le milieu 
pendant retape de culture ; 

(e) et eventuellement un traitement supplem&ntaire du melange 
25 obtenu a retape (c) ou (d) par une DNase destine a limiter la 

quantite tfADN cellulaire et £ r6duire la viscosite du melange. 
Outre les particules virales produites dans les cellules, la preparation 
virale brute comprend aussi toute sorte de constituants, debris cellulaires, 
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toxines, etc.qu'il est necessaire d'eliminer par la mise en oeuvre d'une ou 
plusieurs etapes de purification permettant d' obtenir une preparation 
renfermant des particules virales purifiees utilisables en therapie genique. 
Selon les procedes connus de I'art anterieur, la purification de la 

5 preparation virale brute est realisee soit par ultracentrifugation en gradient 
de chlorure de cesium (Huyghe, B et al. a 1995, Human Gene Therapy, 6, 
1403-1416), soit par adsorpsion en lit paque (Huyghe, B et al., 1995, Human 
Gene Therapy, 6, 1403-1416). 

L'ultracentrifugation sur gradient de chlorure de cesium presente de 

10 nombreux inconvenients. En effet, le chlorure de cesium est un compost 
toxique incompatible avec un usage therapeutique chez Thomme qu'il 
convient d'eliminer par une etape supplemental de purification . Par ailleurs, 
cette technique d'ultracentrifugation sur gradient de chlorure de cesium est 
surtout adaptee au traitement de volumes reduits de preparation virale brute. 

15 En effet, les dispositifs d'ultracentrifugation permettent seulement le 
traitement de I'ordre de 600 ml de preparation virale brute. Si de tels volumes 
sont bien adaptes a des productions destinees aux travaux de recherche, ils 
ne permettent pas de repondre de maniere satisfaisante aux contraintes d'une 
production industrielle. En outre, la technique d'ultracentrifugation n'est pas 

20 automatisable. Enfin, le temps necessaire & la mise en oeuvre de cette 
technique de purification par ultracentrifugation, environ 40 heures, est 
egalement un element tres limitant dans des perspectives de productions 
industrielles. Chacun de ces inconvenients indique que cette technique de 
purification d'une preparation virale brute est incompatible avec les exigences 

25 de rendement et de cout requises par les industriels. 

La methode de purification par adsorpsion en lit paque repose sur 
('utilisation de particules d'adsorbant sedimentees ou compact6es les unes 
aux autres, disposees dans une colonne de chromatographie. Selon ce 
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proc6de de purification, la preparation virale brute & purifier est d6posee sur 
la colonne et les particules virales sont purifiees par elutions differentielles 
successives. Toutefois, 6tant donn6 la composition complexe de la 
preparation virale brute, comprenant notamment des d6bris cellulaires, la 
5 colonne de chromatographic se colmate frequemment rendant la purification 
laborieuse et inefficace. Afin d'Sviter ce colmatage, il est possible de 
proc6der, avant le d6p6t de la preparation sur la colonne de chromatographic, 
d une 6tape de clarification de ladite preparation virale brute afin d'Sliminer 
les d§bris cellulaires. II est egalement propose de realiser des etapes de 
10 concentration, d'ajustement du pH ou de la conductivity de la preparation 
virale brute avant son passage sur la colonne. Ces Stapes supplementaires 
et indispensables entrainent une baisse du rendement global du proc6de de 
purification qui ne permet pas d'obtenir des rendements de production 
compatibles avec une exploitation industrielle satisfaisante. 
15 Dans ce contexte, il serait avantageux de pouvoir disposer d'une 

nouvelle mSthode pour la preparation, a partir de cultures cellulaires, de 
particules virales suffisamment purifiees pour permettre leur utilisation en 
th6rapie g6nique. Plus particuli6rement, les proc6des decrits jusque-la ne 
sont pas satisfaisants en ce qu'ils comprennent des etapes limitantes au 
20 niveau du volume de preparation virale brute £ purifier (ultracentrifugation) et 
/ ou par leur nombre trop important qui se traduit par une baisse du 
rendement global de I'ordre de 5 & 20% ne permettant pas de satisfaire une 
exploitation & Tdchelle industrielle. 

On a maintenant mis au point un nouveau procede de purification 
25 d'une preparation virale brute parfaitement adapts a la production industrielle 
de particules virales destinies aux applications de therapie genique. 

La presente invention concerne en premier lieu un proc6de de 
purification d'une preparation virale brute, renfermant des particules virales 
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d'int6r§t, notamment adenovirals, caract6ris§ en ce qu'il comporte au moins 
une 6tape d'adsorption en lit fluidise. 

Le principe de I'adsorption en lit fluidisS est brtevement expose ci- 
apres. Des explications plus detaillees sont disponibles dans « Expanded Bed 
5 Adsorption , Principles and Methods » - Pharmacia Biotech - Edition AA ainsi 
que dans le brevet US 5,522,993 dont les contenus font partie de la presente 
description. 

A I'inverse de I'adsorption en lit paqu6 pour laquelle des particules 
solides d'adsorbant sont sedimentees ou compactees les unes contre les 
10 autres, I'adsorption en lit fluidise repose sur le principe selon lequel des 
particules solides d'adsorbant comprises dans ledit lit fluidise sont 
maintenues en suspension dans un fluide (gazeux ou liquide) generant ainsi 
entre elles des espaces libres. Cette suspension des particules d'adsorbant 
est obtenue par Taction d'une ou plusieurs forces (mecanique, 
1 5 electromagnetique, magnetique, gravitationnelle, electrique. . .). La suspension 
des particules d'adsorbant dans un fluide liquide ou gazeux peut par exemple 
etre obtenue par la combinaison d'un courant dudit fluide dirige de maniere 
opposee au champ gravitationnel auquel sont naturellement soumises les 
particules d'adsorbant. La direction et I'intensite des deux forces sont 
20 ais§ment choisies par Thomme de Tart afin de maintenir les particules 
d'adsorbant en suspension. De meme, il est possible d'utiliser des particules 
d'adsorbant qui presentent une composition particuliere qui les rend sensibles 
a une force magnetique ou/et 6lectrique et permet ainsi d'obtenir une 
suspension de particules d'adsorbant comme precedemment decrite. Errfin, 
25 il est egalement possible de disposer de particules d'adsorbant qui presentent 
elles-memes une charge magnetique ou electrique suffisante pour permettre 
leur mise en suspension dans des conditions appropriees. L'homme du metier 
dispose des connaissances necessaires a la realisation de ces variantes de 
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I' invention. 

[.'expansion, ou mise en suspension, des particules d'adsorbant 
genere I'apparition d'espaces entre lesdites particules qui permettent le 
passage des cellules, debris cellulaires ou autres particules indesirables que 
5 Ton souhaite eliminer de la preparation virale brute. 

Selon la presente invention, les particules d'adsorbant utilisees dans 
I'etape d'adsorption en lit fluidise sont notamment selectionnees parmi des 

particules constitutes : 

- de materiaux composites, organiques et/ou inorganiques, tels que 
10 par exemple la silice, la dextrane-silice ou la cellulose-titane-dioxide (Gilaist 

et al., 1994, Separations for Biotechnology, 3 , pp. 184-190); 

- de polymeres tels que par exemple I'agarose, le polyacrylamide, le 
polystyrene ou leurs derives (par exemple le poly(N-isopropyl acrylamide), 
voirCA2147115). 

15 Selon un mode particulier de realisation, les particules d'adsorbant 

comprennent en outre un noyau central. Un tel noyau central consiste 
notamment en un noyau de quartz ou de metal inerte (tel que du zirconium) 
(Hansson et al., 1994, Biotechnology, 12, 285-288 ; Hjorth et al., 1995, 
Bioseparation, 5, 217-223) ou en un noyau dont la composition permet 
20 auxdites particules d'adsorbant I'incorporant d'etre maintenues en suspension 
dans le fluide par ^application d'un champ magnetique, electrique ou 
electromagnetique (voir par exemple "Continous cell suspension processing 
using magnetically stabilized fluidized beds" Biotechnology and 
Bioengineering, vol. 37 pp110-120 (1991) by B.E. Terranova and MA Burns). 
25 Selon un cas prefere de I'invention, les particules d'adsorbant portent, 

directement ou indirectement, au moins un ligand capable de se Her de 
maniere specifique et reversible a un anti-tigand. Conformement a la presente 
invention, undit anti-ligand consiste en tout ou partie d'une particule virale 
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d'interet que Ton souhaite purifier a partir d'une preparation virale brute. 
Par "iigand", on entend designer : 

- tout ou partie d'un polypeptide, capable de se lier de maniere 
sp6cifique et reversible & tout ou partie d'une proline de ladite particule 

5 virale d'interet, notamment une proteine de la capside ou de Penveloppe, une 
proteine situee a la surface de la particule adenoviral telle que I'hexon, les 
pentons (Hong et al, 1995, EMBO J., 14, 4714-4727), ou la fibre (Henry et 
al,1994, J.Virol., 68, 5239-5246) etc... II peut s'agir notamment de tout ou 
partie d'un anticorps, d'un recepteur membranaire specifique, d'un peptide 

10 recombinant ou encore de la proteine A. 

- tout ou partie d'une molecule autre qu'un polypeptide capable de 
lier de maniere reversible ladite particule virale d'int6r§t ou Tun de ses 
constituants (I'une des proteines cit6e ci-dessus). A titre d'exemples, on peut 
citer les heparines et les ligands d'affinitg utilises en IMAC (Immobilized Metal 

15 Affinity Chromatography). 

- un groupement charge positivement, notamment un groupement 
basique, portant par exemple une amine substitute, notamment par des 
groupes alkyles ; de maniere pr6f6r6e, on choisira un groupement charge 
basique selectionn6 parmi les groupements dimethylaminoethyl (DMAE), 

20 di6thylaminoethyl (DEAE), trimethylamino6thyl (TMAE ), le groupement - R- 
CH(OH) - CH 2 - N + - (CH 3 ) 3 ( egalement appele groupement Q ; voir les 
resines Streamline® - Pharmacia), le groupement guanidinium ou encore les 
groupements imine tels que la poly6thyleneimine (PEI) ; 

- un groupement charge negativement, tel que par exemple un 
25 groupement sulfate de formule R-S0 4 ~ avec par exemple R = groupes alkyles 

( par exemple methyl sulfate) ou un groupement carboxylate de formule R- 
COO" avec par exemple R = groupes alkyles ( par exemple methyl 
carboxylate) ou encore un groupement phosphate de formule R-P0 4 " avec par 
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exemple R = groupes alkyles. 

. --• 

De tels ligands charges posit ivement ou ntgativement sont capables 

- - 

de selier de maniere specifique a des anti-ligands de charge opposee. 

Dans le cadre de la presente invention, les particules d'adsorbant 

5 prefertes sont constitutes d'une matrice d'agarose et comprennent un noyau 
central de quartz et des chaines de dextrane couplees de maniere covalente 
a la matrice d'agarose sur lesquelles sont liees les groupements charges 
positivement. D'une maniere tout a fait preferte, les particules d'adsorbant 
sont les resines Streamline® de type XL commercialisees par Pharmacia et, 

10 tout particulierement, la resine Streamline® Q XL constitute d'une matrice 
d'agarose (6 %) et comprenant un noyau central de quartz et des chaines de 
dextrane couplees de maniere covalente a la matrice d'agarose sur lesquelles 
sont liees des groupements Q. 

L'invention concerne egalement le cas pour lequel ledit ligand est 

15 indirectement fixe sur la particule d'adsorbant. Dans ce cas, ledit ligand est 
fixe par Nntermediaire d'un bras chimique qui n'interfere pas dans la r§activit6 
dudit ligand & regard de Tanti-ligand. De tels bras ainsi que leur utilisation 
sont largement dtcrits dans la literature relative aux syntheses chimiques. 
II est egalement possible de choisir le pH auquel le proctde de 

20 l'invention sera realise de maniere a optimiser la liaison sptcifique 
ligand/anti-ligand, notamment dans le cas ou Ton utilise des particules 
d'adsorbant portant un ligand charge. Ainsi, dans le cas ou Ton choisira 
d'utiliser des particules d'adsorbant porteuses de groupements basiques, 
notamment pour la purification de particules adenovirals dont les prolines 

25 de surface ont en majorite des points isotlectriques (pi) compris entre 5.3 et 
6.0, le pH sera compris entre environ 6 et environ 10, avantageusement entre 
environ 7.5 et environ 9.5 et, de fa?on preferee sera d'environ 8.5, de manure 
3 ce que Tessentiel des proteines virales soit charge ntgativement et 
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interagisse avec les groupements basiques des particules d'adsorbant 
Inversement, lorsque le procedS selon I'invention utilise des particules 
d'adsorbant portant des groupements charges negativement, le pH choisi 
sera compris entre environ 3.0 et environ 5.0. Par ailleurs, il est 6galement 
5 possible de travailler a des pH inferieurs au pi des prolines virales, 
notamment lorsque Ton utilise des particules d'adsorbant portant un ligand 
charge negativement. Dans ce cas particulier, il est necessaire d'utiliser un 
tampon de conductivity elevSe afin de stabiliser les particules virales. 
L'homme du metier est en mesure d'ajuster le pH par I'utilisation de solutions 
10 tamponnees ou par I'ajout de bases ou decides pour respectivement 
augmenter ou reduire le pH selon les besoins. 

Pour la mise en oeuvre du procede de Invention, il est n6cessaire 
que le ligand soit capable de se lier de maniere reversible & I'anti-ligand 
d'interet L'homme du metier est en mesure d'6tablir les conditions optimales 
15 en fonction du ligand, de Tanti-ligand et des particules d'adsorbant utilisees. 
A titre indicatif, un tampon §quilibre a une concentration finale en NaCI de 
400 mM est particulierement adapts a la mise en oeuvre d'un proc6de selon 
invention utilisant la resine Streamline® Q XL pour la purification 
d'adenovirus recombin6s. La dissociation ligand/anti-ligand peut etre r6alis§e 
20 par tout moyen approprte et notamment en modifiant la salinite ou le pH du 
milieu reactionnel. De maniere preferee, la dissociation est r6alis6e en 
augmentant la salinite. 

En outre, selon Tinvention, il est possible de suivre le procede de 
purification, notamment en continu, sur les echantillons r6coltes et traites 
25 selon le procede de I'invention par tout moyen connu de Thomme de Tart. II 
est notamment possible d'effectuer des mesures spectrophotometriques de 
Tabsorbance £ 260 nm et 280 nm et de calculer le ratio DO260/DO280 dans 
chaque echantillon sachant que toute preparation virale purifiee possede un 
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ratio DO 260 / DO 280 caracteristique. A titre indicatif, le ratio DO260/DO280 
d'un preparation adenoviral purifiee est d'environ 1,25 (1,22 a 1,28). II est 
6galement possible de suivre le precede de purification par la mise en oeuvre 
de techniques de detection usuelles telles que par exemple des techniques 
5 d'6lectrophor6se, de PCR, d' immunofluorescence et de determination du titre 
viral. 

La temperature £ laquelle est mis en oeuvre le proc6de selon 
I'invention est pr6f6rentiellement comprise entre -5 et +50°C. Cependant, afin 
de preserver les propri6t6s infectieuses des particules virales que Ton 
10 souhaite purifier, on preferera une temperature comprise entre environ +4°C 
et +37°C et, plus particulierement, entre environ +15°C et +25°C. 

Selon un mode de realisation prefer, le proc6d6 selon invention est 
r6alis6 dans des conditions de conductivite comprises entre environ 25 et 
environ 70 mS/cm, avantageusement entre environ 30 et environ 40 mS/cm 
15 et, de preference, entre environ 30 et environ 35 mS/cm. Cependant, il est a 
la portee de I'homme de Tart de faire varier la conductivite selon la nature des 
contaminants et la composition du milieu de culture des particules virales. 
Avantageusement, les particules virales d'interet et les particules d'adsorbant 
sont equilibr6es aux memes conditions de conductivite. 
20 Lorsque le lit fluidise est form6, c'est a dire que les particules 

d'adsorbant sont en suspension, il est possible que celles-ci soient animees 
d'un mouvement circulaire permanent connu sous le nom de « rouleaux de 
recirculation)). Ce phenomene diminue la capacite d'adsorption des particules 
et doit par consequent etre limite au maximum. Une solution possible 
25 consiste a utiliser des particules d'adsorbant de tailles h6terogenes. En effet, 
la distribution heterogene des tailles permet aux particules d'adsorbant de 
plus petit volume de se localiser dans la partie superieure du dispositif, par 
exemple une colonne, qui les renferme. Au contraire, les particules les plus 
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grosses sont localisees dans la partie inferieure dudit dispositif ce qui permet 
de reduire de maniere importante la mobilite des particules. 

Par consequent, de maniere preferentielle, les particules dPadsorbant 
selon Tinvention seront choisies de fa$on a se qu'elles presentent des tailles 
5 h6terogenes. 

Une autre solution permettant d'eviter la formation de rouleaux de 
recirculation consiste a compartimenter le dispositif afin de limiter les 
possibilites de mouvement des particules d'adsorbant (A. Buijs and J.A. 
Wesselingh, 1980, Journal of Chromatography, vol.201 pp 319-327). 
10 Comme evoque ci-dessus, pour la mise en oeuvre du procede selon 

Tinvention, les particules d'adsorbant sont maintenues en suspension dans 
un dispositif. De maniere avantageuse, ledit dispositif est de forme cylindrique 
et de manfere preferee il s'agit d'une colonne de chromatographie. Dans un 
mode de realisation prefere du proc6d6 selon Tinvention, on choisira une 
15 colonne de chromatographie telle que decrite dans le brevet US 5, 522, 993. 
Cette colonne presente £ chacune de ses extremes au moins une entree ou 
une sortie par lesquelles circulent les solutions d'effluent et d'eluant entrant 
et sortant de la colonne. Selon ce cas particulier, les particules d'adsorbant 
sont dans un premier temps soumises £ une phase d'expansion, notamment 
20 par application dans la colonne de chromatographie d'un courant de tampon 
ascendant obtenu en introduisant le tampon par Tentree localis6e a Textremite 
inferieure de la colonne et en Tevacuant par la sortie situee a Textremite 
superieure. Cette phase d'expansion est maintenue jusqu'a Tobtention d'un 
« lit fluidise » , c'est £ dire d'un equilibre entre la force de la gravite terrestre 
25 qui attire les particules d'adsorbant vers Textremite inferieure de la colonne, 
et les forces d'entrainement du courant ascendant du tampon qui sont 
dirigees vers Textremite superieure de la colonne. 

Conformement a la presente invention, la preparation virale brute est 
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soumise a un precede de purification comprenant une etape au moins 
d'adsorption en lit fluidise. Plus particulierement lorsque le dispositif est une 
colonne, apres obtention du «lit fluidise», la preparation virale brute a purifier 
est deposee sur la colonne. Dans le cas prefere de I'invention pour lequel 
5 ladite colonne est telle que decrite dans le brevet US 5, 522, 993, la 
preparation virale brute est introduite dans la partie inferieure de cette 
colonne. Ensuite, la preparation virale brute est lavee par passage de 
tampon. Dans le cas prefere, le passage de tampon est effectue selon un 
courant ascendant. Apres la phase de lavage, le flux de tampon est stoppe 
10 afin de permettre aux particules d'adsorbant de sedimenter. Selon un cas 
prefere, cette phase de sedimentation est assistee par un flux de tampon 
descendant. Une etape d'elution est alors conduite par application d'un flux 
de tampon, notamment descendant, dans des conditions de concentration, 
de pH et/ou de conductivity que I'homme du metier est en mesure d'adapter 
15 afin de permettre le relargage des particules virales adsorbees sur les 
particules adsorbantes. De meme, il est a la portee de I'homme de Tart 
d'adapter les conditions de chromatographic en fonction de differents 
parametres, notamment du volume de la colonne, des particules d'adsorbant 
choisies, de la hauteur des particules d'adsorbant dans ladite colonne 
20 (generalement de 10 a 50 cm, avantageusement de 10 a 40 cm et, de 
preference aux environs de 30 cm), du debit (de 50 a 600 cm/h, 
avantageusement de 100 a 400 cm/h et, de preference aux environs de 300 
cm/h particulierement pour une colonne de resine Streamline Q XL d'une 
hauteur d'environ 30 cm), de la concentration virale, de la charge et/ou de la 
25 nature des contaminants. L'elution de la preparation virale peut par exemple 
etre realisee eh modifiant la salinite ou le pH de I'eluant. 

Le precede selon I'invention peut en outre comprendre des etapes 
supplementaires precedant ou suivant la chromatographic en lit fluidise. 
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Selon un mode de realisation optionnel, les fractions viraies 6luees obtenues 
apres P6tape de chromatographie en lit fluidise peuvent §tre rassemblees et 
6ventuellement concentrees selon les techniques de Tart. On peut citer 
notamment V ultrafiltration tangentielle et la diafiltration. Les cassettes BioMax 
5 PES (Millipore reference PXB300C50) et PLCMK (Millipore reference 
PXC300C50) conviennent tout particulierement. Cette etape de concentration 
est tout particulierement indiquee lorsqu'on envisage de parfaire la puret6 de 
la preparation de particules viraies par une etape supplemental de 
chromatographie autre que le lit f luidis§. Cette etape de concentration permet 
10 de placer les particules viraies dans un milieu adapte a la mise en ceuvre de 
cette deuxieme chromatographie. 

Selon un mode de realisation particulier, le procede de purification de 
la preparation virale brute selon I'invention peut en outre comprendre une 
etape de chromatographie en lit paque, et de maniere preferee, une etape de 
15 chromatographie en gel filtration. Les deux Stapes (etape d'adsorption en lit 
fluidis6 et chromatographie en lit paqu§) peuvent £tre r6alisees dans un ordre 
quelconque, toutefois de manure pr§feree, on procedera en premier lieu a 
I'etape d'adsorption en lit fluidise et en second lieu a la chromatographie en 
lit paque, notamment a une chromatographie de gel filtration. 
20 Selon retape de chromatographie de gel filtration, rechantillon est 

traite sur un support solide comprenant des billes de diametre compris entre 
3 et 160 |im, avantageusement entre 5 et 105 ^m et de preference entre 10 
et 80 tim. De preference, ce support a une porosite proche de la taille du virus 
afin que celui-ci ne penetre pas dans les billes. Au contraire, les molecules 
25 de taille inferieure penetrent dans les billes et leur migration est retardee. 
Differents types de supports peuvent §tre utilises tels que les matrices a base 
tfagarose (Sepharose), de dextrane (gel Sephadex), d'acrylamide (gels 
S6phacryl et Trisacryl), la silice (gels TSK et SW), de copolymeres ethylene 
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glycol methacrylate (gels Biosecjoyopearl HW, TSK et PW) et de melanges, 
notamment d'agarose et de dextran (gel Superdex). Les supports mentionnes 
sont de preference utilises sans groupement de fonctionnalisation. Les 
supports de chromatographie de gel filtration particulierement appropries a 
5 la mise en ceuvre du procede de preparation selon I'invention sont les 
suivants : 

- matrices allyl dextran-methylene bis acrylamide (Sephacryl S300 
HR de diametre de bille compris entre 25 et 75 urn, Sephacryl S400 HR de 
diametre de bille compris entre 25 et 75 urn, Sephacryl S500 HR de diametre 

10 de bille compris entre 25 et 75 urn et Sephacryl S1000 SF de diametre de 
bille compris entre 40 et 1 05 urn; Pharmacia), 

- matrices d'ethylene glycol-methacrylate (Toyopearl HW 55, 
Toyopearl HW 65 et Toyopearl HW 75 de diametre de billes variant de 20 a 
60 urn; Tosohaas), 

15 . matrices de N acryl amine hydroxyl propanediol (Trisacryl d'un 

diametre de billes compris entre 80 et 160 urn; Biosepra), ou 

- matrice d'agarose (Macro-Prep SE de diametre de bille compris 

entre 20 et 80 ^m; Biorad). 

A titre indicatif, on notera qu'un support de type Toyopearl HW65F, 

20 S (porosite 1 000 A) ou Sephacryl S400HR est prefere. Une telle colonne est 
equilibree dans un tampon presentant des conditions salines et un pH limitant 
les interactions hydrophobes entre le support et les particules virales. 
Avantageusement, on utilisera un tampon Tris-HCI 25mM, MgCI 2 2mM, 
saccharose 2% a pH 8,5 ou un tampon Tris-HCI 10mM, aspartate de sodium 

25 10mM, Tween 80 54 mg/l et saccharose 2% a pH 8,5. Les particules virales 
d'interet sont eluees sans etre retenues et sortent de la colonne avant les 
contaminants de poids moleculaire ou de taille inferieurs. Selon un mode de 
realisation optionnel, les fractions virales obtenues apres I'etape de 
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purification peuvent etre rassemblees et eventuellement concentrees selon 
les techniques habituelles. On peut titer rultrafiltration tangentielle et la 
diafiltration. Les cassettes BioMax PES (Millipore reference PXB300C50) et 
PLCMK (Millipore reference PXC300C52) conviennent tout particulierement. 
5 U invention concerne egalement un protocole pour la production de 

particules virales utilisables pour la therapie genique comprenant les etapes 

(i) et (ii) suivantes : 

(i) obtention d'une preparation virale brute comprenant les etapes : 

(a) infection ou transfection d'une lignee cellulaire 
10 appropriee par au moins un vecteur viral d'interet, 

preferentiellement recombin§; 

(b) culture de ladite lignee cellulaire infectee ou transferee 
dans des conditions permettant la replication virale et la 
production de particules virales; 

15 (c) collecte des cellules et/ou du sumageant, 

(ii) purification de ladite preparation virale brute selon un proc6de 
caracterise en ce qu'il comporte au moins une 6tape d'adsorpsion en lit 
fluidise telle que decrite prec§demment 

Selon un cas particulier pref6re, apres I'etape (c) de collecte des 
20 cellules, on procfede a une etape de cassage ou de lyse des cellules, 
g§n6ralement apres resuspension de la biomasse cellulaire collectee, afin de 
permettre la liberation des particules virales produites de maniere 
intracellulaire. Tous les moyens classiques peuvent etre mis en ceuvre, 
notamment les moyens chimiques et / ou mecaniques. On peut procSder par 
25 exemple a des cycles de congelation-decongelation qui fragilisent les 
membranes cellulaires, a une lyse enzymatique (emploi tfenzymes degradant 
les membranes cellulaires) ou chimique (emploi de detergent, chocde pH...)- 
Les moyens mecaniques peuvent resulter tfultrason (sonication), attrition 
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(billes de verre DynoMill, BeadMill), de forces de pression et de cisaillement 
(homogeneiseur haute pression French Press), de microfluides (Microfluidics, 
Newton, MA) ou encore de Taction mecanique de deux cylindres generant des 
forces de cisaillement hydrauliques et mecaniques (homogeneiseur 
5 Silverson). 

Toutefois, bien qu'elle ne soit pas exclue, cette etape de cassage/lyse 
des cellules n'est pas obligatoire dans le cas particulier ou les particules 
virales sont liberees dans le milieu de culture. Dans ce cas, I'etape (ii) peut 
etre directement appliquee a I'echantillon renfermant a la fois les cellules et 
10 le milieu, ou exclusivement sur le surnageant de la culture qui renferme les 
particules virales a purifier. 

Le protocole selon I'invention peut en outre comprendre une etape de 
clarification ayant pour but d'eliminer les insolubles (debris cellulaire, floculats 
de macromolecules ...etc) eventuellement produits lors de I'etape de cassage 
15 ou de lyse des cellules. Elle peut etre realisee par toute technique 
conventionnelle de filtration (filtration en profondeur, microfiltration 
tangentielle...) ou centrifugation (en continue...). De nombreux filtres peuvent 
etre utilises a la condition qu'ils aient une porosite permettant de laisser 
passer les particules virales d'interet et de retenir les insolubles. On indique 
20 que les particules adenovirals ont une taille d'environ 0,07 a 0,1 ^m qui 
necessitent I'utilisation de filtres de porosite superieure. Par ailleurs, les filtres 
peuvent etre en matiere synthetique (nylon), organique (cellulose) ou non 
organique (zirconium). Selon un mode de realisation avantageux, on precede 
a des filiations successives sur des filtres de porosite decroissante, par 
25 exemple en premier lieu sur un filtre de porosite 8 urn (Sartorius 5591 301 P5- 
00) puis sur un filtre de porosite 5 urn (Sartorius 5591 342P5-O0) puis sur un 
filtre de porosite 3-0,8 ^m (Sartorius, Sartoclean CA capsule 5621304E9-00- 
A) puis, eventuellement, sur un filtre de porosite comprise entre 0,8 et 0,65 
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(Sartorius, Sartociean CA capsule 5621305G9-00-A). Selon une autre 
variante, la filtration peut etre realisee par microti Itration tangentielle sur 
membranes planes ou fibres creuses de porosite sup6rieure & la taille de 
I'adenovirus. A cet egard, les membranes Durapore (Millipore) et Omega 

5 (Pall) peuvent §tre employees. 

En outre, le protocole pour la production de particules virales 
utilisables dans le cadre de protocoles de therapie genique selon Pinvention 
peut comprendre au moins une etape de degradation des acides nucleiques 
presents en quantites importantes apres le cassage des cellules. A cet effet, 

10 les enzymes de restriction non specifiques de type endo- ou exonucteases 
peuvent etre employees, Selon un mode pr6fere, I'enzyme choisie est la 
benzonase, eventuellement en presence de p cyclodextrine qui facilite la 
precipitation des lipides ( concentrations finales recommandees de 5 a 50 
U/ml de benzonase et de 0,1 a 10 % et, en particulier, 1,5 % de p 

15 cyclodextrine). 

Le protocole de r invention peut egalement comprendre une 6tape 
facultative deactivation des virus a enveloppe. Cette 6tape permet, 
notamment dans le cas des preparations adenovirals d'am6liorer la security 
du produit final et d'augmenter la quality de la preparation adenoviral 

20 purifiee. Un exemple d'etape deactivation de virus a enveloppe est donne 
dans la demande de brevet frangais No. 98/16147. II est possible de proceder 
& I'etape deactivation et a I'etape de degradation des acides nucl6iques de 
maniere concomitante. 

Le protocole pour la production de particules virales selon I'invention 

25 peut Egalement comprendre une etape de filtration st6rilisante, ladite etape 
de filtration sterilisante etant de preference realisee apres I'etape (c) ou (ii) 
dudit procede de preparation. On aura avantageusement recours & des filtres 
de 0,22 |Lim. On peut citer, par exemple, les unites de filtration de type 
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Minisart (Sartorius, reference SM16534), Sartolab P20 (Sartorius, reference 
18053D), Millex GF (Millipore, reference SLGS025BS), Millex GV (Millipore, 
reference SLGV025BS), Millex GP (Millipore, reference SLGPR25LS) ou 
encore Spirale Cap (Version Super CQS 92 HS ou HP ; Gelman Sciences), 
5 Criticap 50 (1 2995, Gelman Sciences) ou Millipak (Millipore ref . MPGL04SK2 

ou MPGL02SH2) . 

Le proc6de de purification d'une preparation virale brute et le 
protocole pour la production de particules virales selon invention concement 
notamment des preparations virales comprenant des particules virales 
10 d f int§r§t pour des applications en th6rapie g6nique, et notamment pour la 
preparation de preparations vaccinates, telles que par exemple des particules 
adenovirales, poxvirales, iridovirales, papovavirales, rotavirales, parvovirales, 
hepadnavirales, herp6tiques, reovirales, coronavirales, flavivirales, 
togavirales, mononegavirales, arenavirales, bunyavirales, orthomyxovirales, 
15 calci virales, picornavirales. De preference, ces particules virales renferment 
un virus recombin6. Selon la presente invention, la preparation virale brute 
que Ton cherche a purifier peut contenir une ou ptusieurs particules virales 
d'origines virales differentes. 

La mise en oeuvre des precedes et protocoles de I'invention est tout 
20 particulterement adapt6e ^ Tobtention de particules ad6novirales purifiees 
comprenant des adenovirus recombinants defectifs pour la replication. 
« Recombinant » fait reference a la presence d'au moins un gene dlnter&t 
plac§ sous le contr&le des elements approprtes a son expression dans une 
cellule bote. «D6fectif pour la replication » signifie que les informations 
25 g6n6tiques disponibles ne permettent pas la replication autonome du virus 
consid6r6 dans une cellule hote. Dans ce cas, la production de particules 
virales requiert Tinfection ou la transfection par tout moyen approprie, de 
cellules adaptees, dite cellules de complementation, avec le virus deficient 
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generalement recombine. Ces cellules de complementation fournissent en 
trans les informations necessaires a la replication et I'assemblage des virus 
deficients sous forme de particules virales. De telles lignees, ainsi que leur 
utilisation, sont largement decrites dans la litterature (voir par exemple les 

5 demandes WO 94/28152 ou WO 97/00326 ; la lignee 293, Graham et al., 
1977, J. Gen. Virol. 36, 59-72 ; Lusky et al. ,1998, J. Virol. 72, 2022-2032 ). 
D'autres virus pour leur part requierent des conditions de culture cellulaire 
plus specifiques mais parfaitement mattrisees (voir par exemple W, MVA, 
retrovirus,....). Les cellules de complementation infectees ou transferees sont 

10 mises en culture dans des conditions largement decrites, pendant un temps 
suffisant pour permettre aux virus de se repliquer, et aux particules virales de 
s'assembler. 

D'autres caracteristiques et avantages de la presente invention 
apparattront a la lecture des exemples ci-apres. Toutefois, I'invention ne 
15 saurait se limiter au contenu desdits exemples. 

EXEMPLES 

Les adenovirus recombinants utilises dans les exemples qui suivent, 
ont ete construits par la technique de recombinaison homologue decrite dans 
Chartier et al. (1996, J. Virol. 70, 4805-4810). Les constructions mises en 

20 oeuvre ont ete realisees selon les techniques generates de genie genetique 
et de clonage moleculaire, detaillees dans Maniatis et al., (1989, Laboratory 
Manual, Cold Spring Harbor, Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY ou 
une edition plus recente) ou selon les recommandations du fabricant 
lorsqu'on utilise un kit commercial. Les etapes de clonage utilisent la souche 

25 E. coli 5K (hsdR, mcrA), DH5a [(recA1 , endA1 , hodR1 7 (r-m-), supE44 thi-1 , 
gyrA (nalr)] ou NM522 (supE, thi, D(lac-proAB), Dhsd5, (r-m-), (F proAB, 
lacf, ZDM15) et celles de recombinaison homologue la souche E. coli BJ 
5183 (Hanahan, 1983, J. Mol. Biol. 166, 557-580). S'agissant de la reparation 
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des sites de restriction, la technique employee consiste en un remplissage 
des extr§mit6s 5' protub6rantes a I'aide du grand fragment de PADN 
polymerase I d'E. coli (Klenow, Boehringer Mannheim). Les fragments d'ADN 
sont purifies a I'aide du kit de purification d'ADN GeneCleanll R (Bio101lnc.). 

5 Par ailleurs, les fragments de genome adenoviral employes dans les 
differentes constructions sont indiques pr6cis6ment selon leur position dans 
la sequence nucleotidique du genome de l'Ad5 telle que divulguee dans la 
banque de donnees Genebank sous la reference M73260. 

En ce qui concerne la biologie cellulaire, les cellules sont transferees 

10 ou transduites et cultivees selon les techniques standards bien connues de 
Thomme du metier. On a recours aux lignees cellulaires 293 (ATCC CRL- 
1573), A549 E1 + (W094/28152) et 293-E40RF6+7 (Lusky et ai., 1998, J. 
Virol. 72, 2022-2032). II est entendu que d'autres lignees cellulaires peuvent 
etre utilises. Les cellules sont maintenues en culture a 37°C en atmosphere 

15 humide enrichie £ 5% de C0 2 dans du milieu DMEM (Dulbecco's Modified 
Eagle Medium, Gibco BRL) complements avec 1 mM de glutamine, 1% 
d'acides amines (Gibco BRL), 40mg/l de gentamycine et 10% de serum de 
veau fo6tal (SVF, Gibco BRL). Les cellules sont transferees selon les 
techniques de Tart (precipitation au phosphate de calcium...) 

20 Les exemples qui suivent ont ete realises a I'aide d'ad§novirus 

recombinants exprimant un gene marqueur ou un g§ne therapeutique. lis sont 
derives du serotype Ad5 et ont la structure suivante: 

- AdTG6297 est un vecteur adenoviral defectif pour les fonctions E1 
(delation des nt 459 a 3328) et E3 (deletion du fragment Xbal s'etendant des 

25 nt 28592 a 30470) dans le genome duquel est insere en remplacement de la 
region E1, une cassette d'expression du g6ne marqueur codant pour la 
proteine GFP (pour green fluorescent protein). Celle-ci reagit a Texcitation 
lumineuse (485 nm) par remission d'une lumiere fluorescente dont on mesure 
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I'intensite au moyen d'un filtre (535 nm). Plus precisement, la cassette est 
composee du promoteur CMV suivi d'un intron chimere, de la sequence 
codant pour la proline GFP et le polyA du virus SV40. Les sequences 
introniques sont iso!6es du plasmide pCI (Promega Corp, pCI mammalian 

5 expression vector E1731) et comprennent le site donneur d'6pissage de 
I'intron 1 du gene b-globine humaine ainsi que le point de branchement et le 
site accepteur d'epissage du g§ne d'une immunoglobine de souris. Les 
particules virales sont produites par transfection du vecteur AdTG6297 dans 
une lignee de complementation de E1 (293 ou A549 E1+) et amplifies par 

10 passages successifs sur une lignee permissive (complementant E1). 

- Le vecteur AdTG5643 est un vecteur del6t§ des regions E1 (nt 459 
a 3328), E3 (nt 28592 a 30470) et E4 (nt 32994 a 34998) et exprimant le gene 
th^rapeutique CFTR humain. La cassette d'expression est constitute du 
promoteur precoce CMV, de I'ADNc CFTR et du poly A du gene b-globine de 

15 lapin et est inseree a la place des sequences E1 dSletees. Les particules 
virales sont produites par transfection du vecteur AdTG5643 dans une Iign6e 
de complementation de E1 et E4 (293-E40RF6+7) et un stock viral constitue 
par passages successifs sur une lignee permissive (complementant E1 et E4). 

- Le vecteur AdTG1 3383 est un vecteur delete des regions E1 (nt 459 
20 a 3511), E3 (nt 28539 a 30470) et exprimant le gene th6rapeutique IL2 

humain. La cassette d'expression est constitute du promoteur prtcoce CMV, 
de Tintron synthetique isole de pCI (decrit ci-dessus) de I'ADNc codant pour 
TIL-2 humaine et du poly A SV40 et est inseree a la place des sequences E1 
dtletees. Les particules virales sont produites par transfection du vecteur 
25 pTG13383 dans une lignee de complementation de E1. Un stock viral est 
constituS par passages successifs sur une lign§e permissive (complementant 
E1). 
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EXEMPLE 1 : Preparation de virus a partir des cellules de 

complementation . 
Les cellules A549-E1+ sont cultivees en bottes de culture jusqu'a 
atteindre une concentration de 1x10 6 cellules/ml et sont ensuite infectees 
5 avec un prestock d'AdTG6297 a raison d'une MOI d'environ 3. Les cellules 
infectees sont recoltees a 72 h post infection et centrifugees a basse vitesse. 
Le culot est repris dans environ 600 ml de milieu de culture sans serum. La 
preparation ainsi obtenue correspond a un volume d'environ 20 1 de culture. 
Les particules virales intracellulaires sont liberees apres cassage des 
10 cellules soumises a Taction mecanique pendant 7 a 10 min d'un 
homogeneiseur Silverson (L4R- Silverson) regie a une vitesse de rotation de 
4200 tours/min. 

A ce stade, la preparation est tres visqueuse du fait de la liberation 
de I'ADN genomique suite au cassage cellulaire. On ajoute a la preparation 

15 virale un volume d'un tampon permettant une action optimale de la 
benzonase et constitue de Tris 100 mM, MgCI 2 4 mM, saccharose 4% pH 8,5 
auxquels a ete ajoute I'agent de solubilisation Tween 80 (Merck reference 8- 
22187-1000) a une concentration de 2%. Le melange est mis sous agitation 
a temperature ambiante avant d'ajouter la benzonase a raison de 50 U/ml 

20 (Merck reference 1 01697) et on laisse la reaction se poursuivre pendant 1 a 
2 h a temperature ambiante et sous agitation. 

EXEMPLE 2 : Preparation de virus a partir de la cu lture cellulaire. 

L'exemple 1 est reproduit a la difference que Ton recolte 72 h post 
25 infection les cellules et le surnageant de culture (volume d'environ 20 I) et 
I'ensemble est directement soumis a I'etape de cassage pour obtenir la 
preparation virale brute a purifier. 
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EXEMPLE 3 : Purification de la preparation virale brute a Taide d'une 

etape de chromatoaraphie en lit fluidise . 

Uexemple 3 a pour but d'illustrer un mode de realisation du procede 
selon Tinvention pour I'obtention de particules virales purifiees. 

Dans un premier temps, Tune quelconque des preparations virales 
brutes obtenues aux exemples 1 et 2 est soumise a une 6tape d'inactivation 
des virus enveloppes. Cette etape d'inactivation est r§alisee par action du 
TNBP/Tween 80 (Tributyl phosphate R6f. : 24 0494 Aldrich) a une 
concentration finale de 0,3 % et 1% respectivement. Pour ce faire, la 
preparation virale brute obtenue a Texemple 1 ou 2 est diluee volume a 
volume dans une solution tampon de Tris 50 mM, MgCI 2 2 mM, saccharose 
2% NaCI 450 mM et TNBP 0,6 % (Aldrich 24-049-40), pH 8,5. II est egalement 
possible d'ajouter a la preparation virale 1/10 de volume d'un tampon plus 
concentre Tris 50 mM, MgCI 2 2 mM, saccharose 2%, NaCI 2 M et TNBP 3 % 
(Aldrich 24-049-40), pH 8,5. II faut remarquer que les conditions salines 
utilisee (NaCI 400mM final) correspondent aux conditions d'equilibration de 
la chromatographic. faction du TNBP / Tween 80 se poursuit sous agitation 
(500 rpm) pendant 3 heures a temperature ambiante ou pendant 4 heures a 
4°C. 

La preparation virale brute inactivee est ensuite soumise a une 
chromatographie d'echange d'ions en lit fluidis6. Pour ce faire, la preparation 
virale est chargee sur une colonne contenant une resine de type Streamline® 
QXL (Ref. Pharmacia 17-5075-01) prealablement equilibree a Taide d'un 
tampon Tris 50 mM, MgCI2 2mM, saccharose 2%, NaCI 400 mM, pH 8,5. 
U introduction du tampon se fait a la base de la colonne de chromatographie 
et sa sortie s'opere au sommet de la colonne, de maniere a creer un courant 
de tampon ascendant dans la colonne. Un debit de 100 a 300 cm/h, et de 
preference 150 cm/h est utilise pour equilibrer et charger la colonne avec la 
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i 



preparation virale brute £ purifier. La preparation virale appliquee sur la 
colonne est alors rincee par differents passages de solution tampon dans le 
sens ascendant et descendant. Cette operation a pour but d'Sliminer une 
premiere gamme de contaminants adsorbes par des interactions non ions- 

5 specifiques ou mecaniquement coinc6s. Les differents constituants cellulaires 
adsorbes par des interactions ions-specifiques sur le support de 
chromatographie sont ensuite elues progressivement par application d'un 
tampon d'6quilibrage contenant des concentrations de sel croissantes (NaCI 
425 mM, 450 mM, 500 mM). Un debit de 50 a 150 cm/heure et de preference 

10 de 100 cm / heure est applique a partir du moment ou le flux de tampon est 
descendant. U6luat est recueilli en fractions. Chaque fraction est analysee 
par mesure de Tabsorbance a 260 et 280 mm. Generalement, les prolines 
qui sont detectees uniquement a 280 nm, sont 6lu6es par le tampon 
contenant une concentration en NaCI de 425 mM. Un second pic d'elution est 

15 detecte d 280 et 260 nm. II contient les particules adenovirals d'interet et est 
6lue par le tampon de concentration saline 450 mM. Les fractions 
correspondent a ce second pic d 'elution sont rassemblees et eventuellement 
soumises a une chromatographie de gel filtration. 

La colonne de chromatographie en lit fluidise peut etre regeneree, 

20 lavee et traitee par I'enchainement d'etapes montre dans le tableau 1 : 



Tableau 1 



Solution 


Concentration 


Volume de 
colonne (Vc) 


Debit (cm/h) 


Sens 


NaCI 


1,5 M 


4 


100 


Descendant 


HCI 


0,05 N 


9 


30 


Ascendant 


H20 




6 


100 


Ascendant 


NaOH 


1 N 


12 


30 


Ascendant 


NaCI 


3M 


9 


30 


Ascendant 


Tris-HCI 
EDTA 
PH 8,0 


10 mM 
1 mM 


9 


30 


Ascendant 
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Le gel peut etre ensuite stocke dans NaOH 0,01 M pendant plusieurs 
semaines. 

Le rendement d'un procede d'obtention des particules virales peut 
5 etre calcule de la maniere suivante : 



Etapes 


Ul totales x 10 13 


Rendement - % 
(global) 


Rendement -% 
(etape) 


Depart 


2,69 


100 




Benzonase 


2,74 


102 


102 


Inactivation 


2,58 


96 


94 


SQXL 


2,11 


78 


82 



Ul represente le nombre d'unites infectieuses 

Le procede de I'invention permet de purifier un volume de I'ordre de 
20 litres de preparation virale brute tout en obtenant un rendement global 
10 d'environ 80% apres I'etape de chromatographie en lit fluidise alors que les 
procedes de Tart anterieur permettent au mieux d'obtenir des rendements de 
I'ordre de 60 % apres Petape de chromatographie en lit paque. 

EXEMPLE 4 : Preparation d'un lot clinique de particules adenovirals 
15 infectieuses a visee anti-cancereuse (transfert du gene 

IL-2V 

Les cellules de complementation E1 sont cultivees en bioreacteur en 
milieu Excell 525 (JRH Biosciences) jusqu'a Tobtention d'une concentration 
de 1x1 0 6 cellules/ml et sont ensuite infectees avec une aliquote dun prestock 
20 d'AdTGISSSa a une MOI d'environ 10. Les cellules infectees et le surnageant 
de culture (volume d'environ 20 I) sont recoltes a 72 h post infection. Les 
particules virales intracellulars sont liberees apres cassage des cellules 
soumises a Taction mecanique pendant 7 a 10 min d'un homogeneiseur 
Silverson (275 UHLS) regie a une vitesse de rotation de 50 Hz (vitesse de 
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8.1). 

La preparation virale brute ainsi obtenue est soumise une etape de 
clarification afin d'eliminer les insolubles (debris cellulaire, floculats de 
macromolecules ...etc). On procede a des filtrations successives sur des 

5 filtres de porosite decroissante, tout d'abord sur un filtre de porosite 8 pm 
(Sartopure 300PP2 5592501) puis sur un filtre de porosite 5 (Sartopure 
300 PP3 5592542) et enfin sur un filtre de porosite comprise entre 3 et 0,8pm 
(Sartorius, Sartoclean CA capsule 5621304E9-00-A). 

La preparation virale clarifiee est soumise a une etape de degradation 

10 de PADN (action de la benzonase) et, de manure concomitante, a une etape 
deactivation des virus envelopp6s (action du melange TNBP 0,3% /Tween 
80 1%). Pour ce faire, on ajoute a la preparation virale clarifiee un volume 
d'un tampon Tris 100 mM, MgCI 2 4 mM, saccharose 4%, pH 8,5 comprenant 
du Tween 80 (Merck reference 8-22187-1000) & une concentration de 2%. Le 

15 melange est mis sous agitation a temperature ambiante avant d'ajouter la 
benzonase a raison de 10 U/ml (Merck reference 101697) et le TNBP (Aldrich 
24-049-40) a une concentration finale de 0,3%. On laisse la reaction se 
poursuivre pendant 2 h a temperature ambiante et sous agitation (500 tr/min). 
La preparation virale ainsi obtenue est diluee dans un volume de Tris 

20 50 mM, MgCI 2 2 mM, saccharose 2%, NaCI 2M de maniere a obtenir une 
conductivity de 35 mS/cm optimale a la mise en oeuvre de la 
chromatographie d'echange d'ions en lit fluidise. 

La preparation virale ajustee en conductivity est chargee sur une 
colonne contenant une resine de type Streamline® Q XL (Ref. Pharmacia 17- 

25 5075-01 ) prealablement equilibree a I'aide d'un tampon Tris 50 mM, MgCI 2 
2mM, saccharose 2%, NaCI 360 mM, pH 8,5. ^introduction du tampon se fait 
a la base de la colonne de chromatographie et sa sortie s'opere au sommet 
de la colonne, de mantere a cr6er un courant de tampon ascendant dans la 
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colonne. Un debit de 300 cm/h est applique lors des de I'equilibrage et de la 
charge de ia colonne avec la preparation virale. Une fois la charge effectuee, 
la colonne est alors rincee par differents passages de solution tampon dans 
le sens ascendant et descendant dans le but d'eliminer les contaminants 

5 adsorbes par des interactions non ions-specifiques ou m6caniquement 
bloques. Les differents constituants cellulaires adsorbes par des interactions 
ions-specifiques sur le support de chromatographie sont ensuite elues 
progressivement par application d'un tampon d'equilibrage contenant des 
concentrations de sel croissantes (NaCI 650 mM, 2 M). Un debit de 150 cm 

10 / heure est applique a partir du moment ou le flux de tampon est descendant. 
Les fractions eluees sont analysees par mesure de I'adsorbance a 260 et 280 
nm. Les particules virales adsorbent aux deux longueurs d'onde avec un ratio 
DO 260 / DO 280 d'environ 1,25 (1,22 a 1,28) et generalement, le pic 
d'elution se situe a une zone de concentration saline de 650 mM. 

15 La colonne de chromatographie en lit fluidise peut §tre r6g§neree et 

lavee selon le protocole indique precedemment. 

Les fractions obtenues apres ia chromatographie en lit fluidise et 
contenant les particules adenovirals sont concentrees par diafiltration sur 
Labscale (Millipore) en utilisant les cassettes BioMax PES (Millipore reference 

20 PXB01 MC50) ou des membranes de cellulose ayant un seuil de coupure de 
300kDa et 1 000 kDa. 

La preparation virale concentree est ensuite soumise a une 
chromatographie de gel filtration. Pour ce faire, la preparation virale est 
chargee sur une colonne contenant une resine de type Toyopearl HW65F 

25 (Ref. Tosohaas 07465) prealablement equilibree a I'aide d'un tampon Tween 
80 54 mg/l, Saccharose 2%, Tris 10 mM, Aspartate de Na 10 mM, pH 8,5. 
Uintroduction du tampon se fait par le haut de la colonne de chromatographie 
et sa sortie s'opere par le bas. Un debit de 30 cm/h est utilise pour equilibrer 
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et charger la colonne avec la preparation virale concentre. La preparation 
virale appliquee sur la colonne (environ 20% du volume de colonne) est alors 
rincee par le tampon qui a permis d'equilibrer la colonne (Tween80 54 mg/l, 
Saccharose 2%, Tris 10 mM, Asp Na 10 mM, pH 8,5) dans le sens 

5 descendant. Cette operation a pour but d'eliminer les contaminants de petits 
poids moteculaire ralentis par le passage dans les pores du gel, 
contrairement au virus qui est exclu des billes de gel. Les differents 
constituants cellulaires ralentis sur le support de chromatographie sont 
ensuite elues progressivement toujours par meme tampon. Ueluat est recueilli 

10 en fractions. Chaque fraction est analys6e par mesure de I'adsorbance a 260 
et 280 mm. Generalement, le premier pic detecte a 280 et 260 nm, contient 
les particules adenovirals d'interet alors que les contaminants proteiques 
detectes uniquement a 280 nm, sont elues en deuxieme position. Les 
fractions correspondant au premier pic sont rassemblees, eventuellement 

15 concentres par diafiltration, placees dans un tampon de formulation 
approprte (par exemple en solution saline ou isotonique) puis filtr6es sur 
0.22pm Sartolab P20 (Sartorius, r6f6rence 18053D) et conservees jusqu'a 
utilisation. 

Le rendement d'un precede d'obtention des particules virales peut 
20 etre calcule de la maniere suivante : 



Eta pes 


Rendement Ul 
- % (global) 


Rendement Ul 
- % (etape) 


Rendement PT 
- % (global) 


Rendement 
PT -% (etape) 


Depart 


100 




100 




Clarification 


96 


96 


78 


78 


Dnase / 
InactJvation 


130 


135 


112 


144 


SQXL 


107 


82 


88 


78 


Concentration 
/ Diafiltration 


107 


100 


86 


98 


Gel filtration 


86 


80 


77 


90 



Ul represente le nombre d'unites infectieuses determine par une 
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mesure quantitative de rimmunofluorescence avec un anticorps anti- 
DBP tel que decrit dans Lusky et al. (1998, J. Virol 72, 2022-2032) 
PT represente le nombre de particules virales totales determine par 
la mesure de I'adsorbance a 260 et 280 nm. 

5 . 

Le proc6de de Tinvention permet de purifier un volume de I'ordre de 
20 litres de preparation virale brute tout en obtenant un rendement global 
d'environ 90% apres I'etape de chromatographie en lit fluidise alors que les 
procedes de Tart anterieur permettent au mieux d'obtenir des rendements de 
10 I'ordre de 60 % apres I'etape de chromatographie en lit paqu§. Et un 
rendement global de 77 a 86% apres I'etape de gel filtration. 



WO 00/50573 PCT/FR00/00430 



REVENDICATIONS 

1 . Procecte de purification d'une preparation virale brute renfermant des 
particules virales d'interet, caracterise en ce qu'il comporte au moins une 
ttape d'adsorption en lit fluidise. 

5 2. Procede selon la revendication .1 , caracterise en ce que ledit lit fluidise 
renferme des particules d'adsorbant et est obtenu par la mise en 
suspension dans un fluide desdites particules sous Taction d'une ou 
plusieurs forces selectionntes parmi les forces mtcanique, 
6lectromagnetique, magnetique, gravitationnelle et 6lectrique. 

10 3. Procede selon la revendication 2, caracterist en ce que lesdites particules 
d'adsorbant sont constitutes de polymere et, plus particulierement, d'un 
polymere choisi parmi Pagarose, le polyacrylamide, le polystyrene ou leurs 
derives. 

4. Procede selon la revendication 2 ou 3, caracterise en ce que lesdites 
IS particules d'adsorbant portent au moins un ligand capable de se lier de 

maniere specifique et reversible £ un anti-ligand, ledit anti-ligand 
consistant en tout ou partie d'une dite particule virale d'interfet 

5. Proc6de selon la revendication 4, caracterise en ce que ledit ligand 
consiste en un groupement charge positivement, avantageusement un 

20 groupement basique et, plus particulierement, un groupement s&lectionne 
parmi les groupements dimethylaminoethyl (DMAE), di6thylaminoethyl 
(DEAE), trimethylaminoethyl (TMAE ), - R- CH(OH) - CH 2 - N* - (CH 3 ) 3 
(groupement Q), guanidinium ou imine tels que la poly&hyleneimine (PEI). 

6. Procede selon Tune des revendications 2 a 5, caracterise en ce que 
25 lesdites particules d'adsorbant sont constitutes d'une matrice d'agarose 

et comprennent un noyau central de quartz et des chames de dextrane 
couplees de maniere covalente a ladite matrice d'agarose sur lesquelles 
est lie ledit groupement charge positivement et, en particulier, le 
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groupement Q. 

7. Precede selon Tune quelconque des revendications 1 a 6, caracterise en 
ce qu'il est realise dans des conditions de conductivity comprises entre 
environ 25 et environ 70 mS/cm, avantageusement entre environ 30 et 

5 environ 40 mS/cm et, de preference, entre environ 30 et environ 35 
mS/cm. 

8. Protocole pour la production de particules virales utilisables pour la 
therapie genique comprenant les etapes (i) et (ii) suivantes : 

(i) obtention d'une preparation virale brute comprenant les etapes : 

10 (a) infection ou transfection d'une lignee cellulaire appropriee par 

au moins un vecteur viral d'interet, preferentiellement recombine; 
(b) culture de ladite lignee cellulaire infectee ou transferee dans 
des conditions permettant la replication virale et la production de 
particules virales ; 

15 (c) collecte des cellules et/ou du surnageant, 

(ii) purification de ladite preparation virale brute selon Tun des procedes des 
revendications 1 a 7. 

9. Protocole selon la revendication 8, caracterise en ce qu'il comprend en 
outre : 

20 (i) une etape de cassage ou de lyse des cellules apres i'etape (c) suivie, de 
maniere optionnelle, d'une etape de degradation des acides nucleiques, 

(ii) une etape deactivation des virus a enveloppe, et/ou 

(iii) une etape de chromatographie en lit paque et, en particulier, une etape 
de chromatographie en gel filtration.. 

25 10. Procede selon I'une des revendications 1 a 7 ou protocole selon la 
revendication 8 ou 9, caracterise en ce que lesdites particules virales sont 
des particules adenovirales. 
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REVINDICATIONS MODIFIEES 

[re9ues par le Bureau Internationa! le 25 Juillet 2000 (25.07.00); 
revendication 3 ajoutee; autre revendications inchangees (3 pages)] 

1 . Precede de purification d'une preparation virale brute renfermant des 
particules virales d'interet, caracterise en ce qui I comporte au moins une 
Stape d'adsorption en lit fluidis6. 
5 2. Proc6de selon la revendication 1, caracterise en ce que ledit lit fluidise 
renferme des particules d'adsorbant et est obtenu par la mise en 
suspension dans un fluide desdites particules sous Taction d'une ou 
plusieurs forces selectionnees parmi les forces mecanique, 
electromagnetique, magnetique, gravitationnelle et electrique. 
10 3. Proc6de selon la revendication 2, comprenant : 

a) une phase d'expansion desdites particules d'adsorbant dans une 
colonne de chromatographie, notamment par application d'un courant 
de tampon ascendant, ladite phase d'expansion 6tant maintenue 
jusqu'a I'obtention d'un lit fluidise, 
15 b) une phase de depot de ladite preparation virale brute, notamment dans 

la partie inferieure de ladite colonne, 

c) une phase de lavage par passage d'un tampon, notamment selon un 
courant ascendant, 

d) une phase de sedimentation, 6ventuellement assistee par un flux de 
20 tampon descendant, 

e) une 6tape dilution par application d'un flux de tampon, notamment 
descendant, afin de permettre le relargage des particules virales 
adsorbees sur lesdites particules d'adsorbant. 

4. Proc6d6 selon la revendication 2 ou 3, caracterise en ce que lesdites 
25 particules d'adsorbant sont constitutes de polymere et, plus 

particulferement, d'un polymere choisi parmi Tagarose, le polyacrylamide, 
le polystyrene ou leurs d6riv6s. 

5. Proc6d6 selon Tune des revendications precedentes, caract6ris6 en ce 
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que lesdites particules d'adsorbant portent au moins un ligand capable de 
se Her de maniere specifique et reversible a un anti-ligand, ledit anti-ligand 
consistant en tout ou partie d'une dite particule virale d'interet 
6. Procede selon la revendication 5, caracterise en ce que ledit ligand 
5 consiste en un groupement charge positivement, avantageusement un 
groupement basique et, plus particulierement, un groupement selectionne 
parmi les groupements dimethylaminoethyl (DMAE), diethylaminoethyl 
(DEAE), trimethylaminoethyl (TMAE ), - R- CH(OH) - CH 2 - N + - (CH 3 ) 3 
(groupement Q), guanidinium ou imine tels que la polyethyleneimine (PEI). 
10 7. Procede selon Tune des revendications 2 a 6, caracterise en ce que 
lesdites particules d'adsorbant sont constitutes d'une matrice d'agarose 
et comprennent un noyau central de quartz et des chalnes de dextrane 
couplees de maniere covalente a ladite matrice d'agarose sur lesquelles 
est lie ledit groupement charge positivement et, en particulier, le 

15 groupement Q. 

8. Procede selon I'une quelconque des revendications 1 a 7, caracterise en 
ce qu'il est realise dans des conditions de conductivity comprises entre 
environ 25 et environ 70 mS/cm, avantageusement entre environ 30 et 
environ 40 mS/cm et, de preference, entre environ 30 et environ 35 

20 mS/cm. 

9. Protocole pour la production de particules virales utilisables pour la 
therapie genique comprenant les etapes (i) et (ii) suivantes : 

(i) obtention d'une preparation virale brute comprenant les etapes : 

(a) infection ou transfection d'une lignee cellulaire appropriee par 
25 au moins un vecteur viral d'interet, preferentiellement recombine; 

(b) culture de ladite lignee cellulaire infectee ou transfectee dans 
des conditions permettant la replication virale et la production de 
particules virales ; 
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(c) collecte des cellules et/ou du surnageant, 
(ii) purification de ladite preparation virale brute selon Tun des proc§des des 
revendications 1 d 8. 

10. Protocole selon la revendication 9, caract6ris6 en ce qu'il comprend en 
5 outre : 

(i) une 6tape de cassage ou de lyse des cellules aprds l'6tape (c) suivie, de 
manure optionnelle, d'une 6tape de degradation des acides nucteiques, 

(ii) une dtape deactivation des virus a enveloppe, et/ou 

(iii) une 6tape de chromatographie en lit paqu§ et, en particulier, une 6tape 
10 de chromatographie en gel filtration.. 

11. Proc6d6 selon Tune des revendications 1 a 8 ou protocole selon la 
revendication 9 ou 10, caracterise en ce que lesdites particules virales sont 
des particules adenovirals. 
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